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As células β pancreáticas secretam insulina em resposta à glicose de acordo com a 
necessidade fisiológica do organismo. Elevada secreção de insulina é relacionada 
com diversas doenças como obesidade, síndrome metabólica e estados 
hipoglicêmicos. Entretanto, a secreção de insulina pode ser reduzida em casos de 
aumento da sensibilidade periférica ao hormônio, que é o que acontece em 
indivíduos que praticam exercício regularmente. Estímulos metabolizáveis, incluindo 
a glicose, ácidos graxos e aminoácidos promovem a exocitose dos grânulos de 
insulina primariamente através do seu metabolismo e produção de metabolitos que 
agem como moléculas sinalizadoras. Exemplos destes sinalizadores são 
intermediários do ciclo do ácido tricarboxílico e espécies reativas de oxigênio. Neste 
trabalho nós mostramos que tanto intervenções nutricionais como o exercício físico 
alteram a secreção de insulina através da modulação mitocondrial e produção de 
intermediários metabólicos. A desnutrição proteica seguida de alta oferta de 
nutrientes promove aumento da secreção de insulina, esta alteração está 
relacionada com maior atividade da enzima glutamato desidrogenase e consequente 
aumento da via amplificadora da secreção de insulina. Por outro lado, o treinamento 
físico diminui a secreção de insulina, e este efeito parece ser mediado por uma via 
não canônica disparada pela interleucina 6 e consequente diminuição da produção 



















The pancreatic β cells secrete insulin according to the needs of the body. High insulin 
secretion is related to several diseases such as obesity, metabolic syndrome and 
hypoglycemic state. However, the secretion of insulin can be reduced in cases of 
increased peripheral sensitivity to the hormone, which is what happens in individuals 
who exercise regularly. Stimuli, including glucose, fatty acids and amino acids 
promotes exocytosis of insulin granules primarily via metabolism and production of 
metabolites that act as signaling molecules. Examples of these molecules are 
intermediates of the tricarboxylic acid cycle and reactive oxygen species. In this 
paper we show that both nutritional interventions and exercise alter insulin secretion 
by modulating mitochondrial and production of metabolic intermediates. Protein 
malnutrition followed by high supply of nutrients promotes increased insulin 
secretion, this is related to increased activity of the enzyme glutamate 
dehydrogenase and consequent increase in amplifying insulin secretion pathway. 
Moreover, physical training decreases insulin secretion, and this effect seems to be 
mediated by a non-canonical pathway triggered by interleukin 6 and consequent 
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A homeostase glicêmica por um lado é controlada, principalmente, pelas 
células β, produtoras de insulina, presentes no pâncreas endócrino e por outro lado 
pela ação deste hormônio nos seus respectivos receptores no músculo e tecido 
adiposo1. As células β pancreáticas, especificamente, atuam como sensores de 
glicose, e embora também respondam a outros nutrientes (aminoácidos, ácidos 
graxos, etc.) e a estímulos neuro-hormonais (acetilcolina, peptídeo semelhante ao 
glucagon-1, glucagon e outros) a taxa de secreção de insulina, até a capacidade 
máxima de secreção do hormônio, será sempre proporcional as concentrações de 
glicose2.  
O mecanismo de secreção de insulina estimulada por glicose, se inicia 
através da metabolização deste carboidrato, o que resulta na geração de diversos 
outros fatores capazes de modular a secreção deste hormônio, são conhecidos 
como fatores de acoplamento metabólicos2,3. Esses fatores, de maneira geral, 
podem ser subdividos em duas classes, os efetores e os regulatórios. Os primeiros, 
tais como o ATP, AMP cíclico e espécies reativas de oxigênio, estão diretamente 
envolvidos no disparo e amplificação do processo secretório de insulina. Os fatores 
regulatórios, a exemplo do citrato, malonil-CoA, glutamato e nucleotídeos de adenina 
(NAD(P)H), por sua vez, estão envolvidos na modulação de redes envolvidas no 
acoplamento estímulo-secreção de insulina. A regulação da secreção de insulina a 
nível celular é dada através do balanço entre as vias que produzem estes fatores e 
moduladores negativos (enzimas e vias que interferem ou degradam os fatores de 
acoplamento metabólico)2. 
A glicose ocupa posição central no metabolismo de diversos organismos, 
desde bactérias, plantas até animais. No entanto, as rotas do metabolismo da 
glicose são semelhantes em diferentes organismos e tecidos. Contudo, alguns 
tecidos apresentam peculiaridades importantes em relação à utilização da glicose, 
como ocorre, por exemplo, nas células β pancreáticas. A taxa de metabolização da 
glicose é dependente da disponibilidade do açúcar para as células β pancreáticas. O 
transporte deste carboidrato para o interior das células secretoras de insulina se dá 





rápida equalização das concentrações extra e intracelulares de glicose4,5. Além 
disso, a glicólise é controlada pela glicoquinase, que, ao contrário da hexoquinase, 
não é regulada negativamente pelo seu produto a glicose-6-fosfato6. O acoplamento 
estímulo-secreção de insulina, iniciado pela a oxidação da glicose, é favorecido 
graças aos baixos níveis de expressão da lactato desidrogenase, desta forma 
direcionando o fluxo de carbonos para a mitocôndria7. Assim, o piruvato formado ao 
final da glicólise é direcionado ao ciclo dos ácidos tricarboxílicos pela ação do 
complexo da piruvato desidrogenase, sendo convertido a Acetil-CoA, resultando 
subsequentemente em um aumento na taxa de fosforilação oxidativa e produção de 
ATP 8,9. O ATP atua como fator de acoplamento metabólico por fechar os canais de 
K+ sensíveis ao ATP (KATP) presentes na membrana plasmática das células β, o que 
induz a sua despolarização e consequentemente a abertura dos canais de cálcio 
voltagem-dependente10,11, permitindo a rápida entrada deste íon no interior das 
células, resultando na liberação de insulina12. Entretanto, foi proposto que vias 
independentes do fechamento dos canais de K+ sensíveis ao ATP contribuam para 
produção de fatores que são capazes de amplificar o processo secretório disparado 
pelo aumento dos níveis de ATP12,13. Todavia, diversos desses mecanismos 
propostos ainda carecem de serem completamente elucidadas, portanto, ainda são 
alvo de estudos.  
FATORES DE ACOPLAMENTO METABÓLICO E SUA AÇÃO NA SIEG 
A mitocôndria tem sido investigada como fonte de fatores de acoplamento 
metabólico, os quais amplificam a SIEG14. Além do ATP, foram propostos outros 
metabólitos que possuem função na manutenção da segunda fase da secreção de 
insulina. Dentre estes, destacamos o papel do glutamato e das EROS. 
Trabalhos anteriores do nosso grupo mostram que a desnutrição proteica 
reduz a produção dos fatores metabólitos, e uma das enzimas que é reduzida neste 
modelo é a glutamato desidrogenase15. Além disso, nosso grupo também já mostrou 
que ilhotas de animais treinados apresentam aumento de diversas enzimas 
anapleróticas, apesar de reduzida produção de ROS e SIEG16.  Sendo assim, 






O glutamato pode ser produzido a partir da glutamina, através da ação da 
enzima glutaminase e do α-cetoglutarato, intermediário do ciclo do ácido 
tricarboxílico, através de reação de transaminação pela enzima glutamato 
desidrogenase (GDH)17. Com o aumento nas taxas de oxidação da glicose, e o 
consequente aumento na razão NADH/NAD mitocondrial, a aminação do α-
cetoglutarato, dependente de NAD(P)H é favorecida aumentando os níveis 
deglutamato via GDH. Por ser reversível, a direção do fluxo da reação catalisada 
pela GDH para produção de glutamato ou α-cetoglutarato é depende das 
concentrações de glutamina e glutamato, de amônia e de reguladores alostéricos da 
enzima, como por exemplo GTP e ADP. Evidências indicam que o fluxo líquido é 
maior em direção a desaminação oxidativa, ou seja, produção de α-cetoglutarato a 
partir de glutamato, fornecendo carbonos para o ciclo dos ácidos tricarboxílicos 
(anaplerose), do que na direção oposta (cataplerose)2,18,19. Essa reação se mostrou 
fundamental para o processo de secreção de insulina, uma vez que estudos 
demonstram que o aumento da concentração de glicose aumenta os níveis de 
glutamato nas células β20,21. Nesse sentido, estudos demostram que knockout 
especifico da enzima GDH em células β reduz a SIEG, interferindo tanto da via de 
disparo como a via amplificadora22. Além disso, o papel desempenhado pelo 
glutamato na SIEG é evidenciado por estudos que mostraram que o aumento na 
expressão da enzima GDH é capaz de restaurar a SIEG em ilhotas pancreáticas 
com conteúdo reduzido desta enzima20.  
Sinais derivados da Cadeia de Transporte de Elétrons 
A inibição de diferentes complexos da cadeia de transporte de elétrons 
reduz a secreção de insulina23, isto se deve ao papel da cadeia de transporte de 
elétrons na geração de sinais adicionais para a SIEG além do ATP24,25. Estes sinais 
oriundos da cadeia de transporte de elétrons incluem EROS e citocromo c2,26. 
Espécies Reativas de Oxigênio  
Durante o metabolismo aeróbico, o oxigênio redução é reduzido,recebe 
um total de quatro elétrons, resultando na formação de uma molécula de água. 






radical hidroxil (OH.) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) são formadas
27. A ação do 
ânion O2
.-, queé formado pela adição de um elétron ao oxigênio, se limita ao 
compartimento onde foi gerado, uma vez que é considerado um intermediário pouco 
reativo e não tem a capacidade de atravessar membranas lipídicas 28. Por outro 
lado, o radical hidroxil, OH., é o intermediário mais reativo, podendo causar 
peroxidação de lipídeos nas membranas celulares29. Já o H2O2 é o metabólito mais 
estável, porém, com capacidade de atravessar membranas biológicas e dependendo 
de sua concentração pode atuar como uma molécula sinalizadora ou causar 
danos27,28.  Diante disso, os níveis celulares de EROS são regulados finamente a fim 
de impedir sua acumulação27,30. Um dos mecanismos responsáveis por essa 
regulação se dá através da conversão do superóxido a peróxido de hidrogênio pela 
superóxido desmutase (SOD) e então a água pelas enzimas antioxidantes catalase 
e glutationa peroxidase31. Tendo em vista que as ilhotas apresentam níveis mais 
baixos de enzimas antioxidantes comparadas a outros tecidos, acredita-se que 
EROS atuem como moléculas sinalizadoras no processo de secreção de insulina2,32.  
Estudos evidenciam o papel das EROS, em particular do peróxido de 
hidrogênio, na SIEG33,34. Observou-se uma correlação de aumento da concentração 
de glicose, e aumento de EROS em ilhotas e linhagens de células secretoras de 
insulina34,35. Além disso, demonstrou-se que o aumento de EROS induzido pela 
metabolização da glicose é reduzido na presença de antioxidantes, o que foi 
associado a redução na SIEG26. Indo de encontro a esses achados,  a 
superexpressão de enzimas antioxidantes também mostrou efeito inibitório sobre a 
SIEG34. Entretanto, esse ainda é um tema controverso na literatura. Um estudo 
mostrou que aumento das concentrações de glicose foi associado a redução na 
geração de EROS em ilhotas36. Além do mais, a redução da produção de superóxido 
em ilhotas de camundongos causada pelo knockout da enzima NADPH oxidase foi 
associada com aumento da SIEG37. Embora existam evidências que sugerem a 
modulação da SIEG pelas EROS, estas espécies podem ter efeitos opostos: 
estimulando a SIEG quando as concentrações são baixas, porém causando 






Alterações nos mecanismos da secreção da insulina na desnutrição proteica, 
obesidade e diabetes. 
A restrição protéica precoce leva a uma redução da SIEG38-40. Nosso 
grupo de pesquisa e outros vêm contribuindo significativamente com dados nesta 
área, mostrando uma série de alterações moleculares induzidas por dieta 
hipoprotéica, associadas à redução na SIEG15,41. Estudos mostraram que a 
desnutrição protéica induz alterações já na fase inicial da regulação metabólica da 
SIEG, reduzindo o conteúdo de Glut2 e da glicoquinase em ilhotas pancreáticas42. 
Além do mais, foi observada redução no fluxo de importantes lançadeiras envolvidas 
na cataplerose/anaplerose, como a lançadeira de glicerol-3-fosfato, em células β 
pancreáticas43. Em acordo com esses dados, nosso grupo de pesquisa mostrou que 
ilhotas isoladas de ratos submetidos à dieta hipoprotéica apresentaram redução na 
oxidação da glicose44 o que pode ser outro fator contribuinte para redução da SIEG 
nesses animais. Adicionalmente, nosso grupo demonstrou redução no conteúdo e 
função da glutamato desidrogenase (GDH)39,45. Portanto, os dados disponíveis 
sugerem que a desnutrição protéica reduz a produção dos fatores de acoplamento 
metabólicos, alterando mecanismos que estão diretamente relacionados ao 
processo de secreção de insulina.  
Assim como o quadro de restrição protéica, o acúmulo de gordura 
apresenta relação com alterações na modulação da SIEG. Nesta condição, 
alterações no acoplamento entre a glicólise e o metabolismo mitocondrial de células 
β pancreáticas vêm sendo apontadas como um dos fatores relacionados ao 
desenvolvimento do diabetes tipo 2. Neste sentido, diversos modelos experimentais 
de obesidade e diabetes mostram alterações no metabolismo da glicose nas células 
β, tais como; redução do conteúdo do Glut2, redução na expressão da glicoquinase 
e subsequente aumento na expressão da hexoquinase. Além do mais, acredita-se 
que o aumento na expressão da lactato desidrogenase, aliada a redução da 
gliceraldeído-3 fosfato desidrogenase, sejam dois dos fatores responsáveis pela 
perda do acoplamento entre as duas vias metabólicas, que tem como resultado um 
aumento na oxidação do piruvato a lactato no citosol46-48, diminuindo assim a oferta 





reações. Em adição, o desacoplamento influenciado pela redução das vias 
anapleróticas foi demonstrado pela menor expressão de várias enzimas que 
modulam as lançadeiras dependentes de piruvato, prejudicando a síntese dos 
fatores de acoplamento metabólico e consequentemente a secreção de insulina em 
diabéticos obesos49,50.  
Efeitos do exercício sobre a modulação da SIEG 
O exercício físico é conhecido pelo seu efeito positivo no controle 
glicêmico. Especificamente em ilhotas pancreáticas, foi demonstrado que o exercício 
crônico melhora sua função tanto em animais saudáveis quanto obesos20,21. O treino 
aeróbico aumenta a sensibilidade à insulina e reduz a SIEG em ratos51. Resultados 
similares foram observados em roedores sujeitos ao exercício voluntário por 40 
dias51,52 e em ratos treinados aerobicamente por 11 semanas em esteira53. 
Interessantemente, apesar da redução da SIEG, as adaptações induzidas pelo 
exercício especificamente nas ilhotas pancreáticas, se relacionam com o aumento 
do conteúdo de várias enzimas que participam das lançadeiras mitocondriais tais 
como a piruvato desidrogenase, ATP-citrato liase e GDH22. Em adição, o exercício 
também age em proteínas e mecanismos envolvidos na via dependente dos KATP, 
aumentando o conteúdo total de insulina e o manejo do Ca2+20.  
Durante as últimas décadas, investigações mudaram conceitos sobre o 
papel de alguns tecidos no controle da homeostase glicêmica. O tecido adiposo, que 
por muito tempo foi considerado apenas um tecido de armazenamento, hoje é 
reconhecido como um órgão endócrino o qual atua no controle da homeostase 
glicêmica, através da secreção de diversas adipocinas54. Adicionalmente, o músculo 
esquelético também tem sido proposto como um órgão endócrino55, e grande 
atenção tem se dado ao chamado fator do exercício, a interleucina 6 (IL-6). A IL-6 é 
uma miocina, liberada durante a contração muscular. Evidências mostram sua ação 
na melhora do controle glicêmico através do aumento na sensibilidade a insulina no 
músculo e hipotálamo56,57. Por outro lado, dados relacionando o efeito da IL-6 na 
função das células β são controversos. A resposta da célula β depende da espécie 
do modelo experimental, concentração e tempo de exposição a IL-6. No entanto, a 





linhagens de células secretoras de insulina58. Sendo assim, a hipótese de um 
possível mecanismo pelo qual o exercício reduz a SIEG através da sinalização pela 
IL-6, ainda necessita confirmação.  
Considerando a hipótese que a disfunção das células β é o centro do 
desenvolvimento do diabetes tipo 2 induzido pela desnutrição e que a mitocôndria é 
o principal alvo intracelular desta programação, investigar os mecanismos pelos 
quais a desnutrição proteica induz programação metabólica pode prover pistas para 
o desenvolvimento de alvos terapêuticos. Sendo assim, nós investigamos os efeitos 
da desnutrição proteica na SIEG e os mecanismos moleculares envolvidos. 
Adicionalmente, nós testamos a hipótese de que o exercício reduz a SIEG em 
ilhotas pancreáticas devido a redução da produção de ATP e/ou EROS e os 










Estudo em ilhotas pancreáticas de camundongos desnutridos obesos 
(Protein malnutrition potentiates the amplifying pathway of insulin secretion in 
adult obese mice) 
Investigar os efeitos da desnutrição proteica na SIEG e os mecanismos moleculares 
envolvidos. 
Estudo em ilhotas pancreáticas de camundongos submetidos ao treinamento 
físico 
(Exercise training modulates insulin secretion by a novel unveiled mechanism 
involving mitochondrial STAT3 control of β -cell redox status)  











































































Exercise training decreases insulin secretion via reduction of reactive oxygen 
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Chronic exercise reduces insulin secretion by a still unknown mechanism. Here, we 
accessed the molecular mechanisms involved with the reduced insulin secretion in 
response to exercise training, in lean and obese mice. For this purpose, C57BL/6 
lean and HFD obese mice were subjected or not to eight weeks of endurance 
training. Insulin secretion and mitochondrial hydrogen peroxide (H2O2) content were 
lower in islets from trained mice of both groups. In addition, islets from lean untrained 
mice and INS1E cells when exposed to serum from trained mice displayed reduced 
insulin secretion and ROS production. Incubation of islets from trained mice with 
H2O2 reestablished   insulin secretion to untrained levels. These effects were blunted 
in the presence of the IL-6 anti-body receptors, tocilizumab. Mitochondrial content of 
pS-STAT3 was increased in trained β cells, and decreased in the presence of 
tocilizumab. In the presence of siSTA3, the effect of exercise training on insulin 
secretion was abolished. In conclusion, exercise training diminished insulin secretion 
by reducing H2O2 content through the increase of pS-STAT3 due to an augmentation 


















Exercise training improves glucose homeostasis by reducing fat mass and 
increasing the insulin sensitivity in skeletal muscle. Exercise training is strongly 
recommended as an auxiliary tool in the treatment of metabolic diseases such as 
obesity and diabetes59. Chronic exercise induces adaptations also on pancreatic β 
cells function, reducing glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) in lean and obese 
rodents23,60. However, whereas in skeletal muscle the molecular mechanisms 
involved with the exercise-induced enhanced glucose uptake have been deeply 
investigated, pancreatic β cells did not receive the same attention.  
Obesity and metabolic syndrome lead to insulin resistance and 
hyperinsulinemia. In response to this condition, β cells may cross several stages 
such as compensation, adaptation and various degrees of decompensation61. During 
the adaptation period, to achieve adequate blood glucose levels, insulin secretion is 
increased due to alterations in several processes such as increased pancreatic β cell 
mass, insulin synthesis and secretion3. However, when cells are unable to adapt to 
the increased demand, β cells dysfunction and death may occur, resulting type 2 
diabetes61,62. Since GSIS is reduced in exercised obese rodents, chronic training 
might help to avoid β cells stress, postponing its failure and diabetes onset. 
Therefore, unveil the intracellular mechanisms, involved with exercise-induced 
reduction in GSIS, might provide new targets to the development of therapeutic 
strategies for diabetes treatment.     
The participation of UCP2 on the control of GSIS was already 
reported24,25. In addition, pancreatic islets from trained rats show increased UCP2 
content and it would be involved with reduced insulin secretion60. Here, we tested if 
higher levels of UCP2 lower GSIS due to reduced ATP synthesis and/or production 
of reactive oxygen species (ROS). We confirmed that exercise reduced ROS and 
GSIS, however, these effect were not due to UCP2 increase, but as a response to 
the circulating interleukine 6 (IL-6) activation of a non-canonical STAT3 modulation of 







Physical training reduced insulin secretion and decreased ROS production  
Our mice training protocol was effective, since trained mice displayed 
increased VO2 max, maximal velocity and running distance (Table S1). Trained mice 
also presented reduced fat pads, increased glucose tolerance, insulin sensitivity and 
reduced GSIS (Figure S1). We first investigated if the reduced GSIS induced by 
training was cause due decreased ATP flow or ROS production, since UCP2 content 
is increased in islets from trained mice60. Interestingly, besides ATP levels are 
similar, there is a decrease in total ROS production in islets from trained mice (Figure 
1A-D). To confirm if UCP2 was responsible to decreases ROS production, we 
performed a GSIS in the presence of genipin (an UCP2 inhibitor) and GSIS was not 
changed, indicating that exercise-induced alteration in insulin secretion was not due 
to UCP2 variations (Figure 1E).  Nevertheless, in the presence of 15µM of H2O2, 
islets from trained mice showed increased glucose responsiveness (Figure 1F), 
which means that H2O2 seems to be involved in reduced insulin secretion induced by 
training.  
Serum from trained mice also decreased GSIS and ROS production  
To understand if the training modulation was an intrinsic adaptation of β 
cell or a whole-body signaling, we treated INS1E cell line and control islets with 
serum from trained mice (sTRE) instead of FBS for 24h. The GSIS and mitochondrial 
ROS was reduced in islets and INS1E, incubated with sTRE (Figure 2A-D), 
corroborating the data from fresh trained islets (Figure S1). To confirm the role of 
ROS in islets treated with trained serum, after treatment for 24h with serum, we 
performed GSIS in presence of H2O2 (5uM), and as in fresh islets from trained mice, 
trained serum cultured islets presented an increase in glucose responsiveness, in the 
presence of H2O2 (Figure 2G).  
IL-6 activated pS-STAT3 in pancreatic β cells 
Interleukine 6 (IL-6) in secreted in bloodstream in response to muscle 
contractions55, we already show that the increased of viability in sTRE treated islets 
is due crosstalk between skeletal muscle and β cells through contraction-release IL-





pancreatic islets were incubated with tocilizumab (TCZ), an IL-6 receptor antibody, 
before the treatment with serum from trained mice (sTRE). TCZ blocked the trained 
effect in GSIS (Figure 2H). 
Recently, studies showed that IL-6 can activate STAT3 migration to 
mitochondria in different types of cells, due serine phosporilation63,65. To investigate 
the intracellular mechanism involved with exercise-induced lower GSIS and test the 
hypothesis of mitochondrial translocation of STAT3 is presented in βcells we 
separated mitochondrial, cytosolic and nuclear fractions of INS1E cells and 
measured STAT3 protein content. STAT3 is present in all cellular fractions in INS1E. 
After IL-6 stimulation, phosphorylation in Tyr705 was prevalent in the nucleus, 
whereas Ser727 phosphorylation (pS-STAT3) in the mitochondria (Figure 3A,B). To 
claim fraction purity, specific protein content for each fraction was presented in figure 
S4A. Then, we investigated if in INS1E cells mitochondrial STAT3 translocation, 
induced by IL-6, promotes changes in ETC activity and ROS production65. To assess 
the ETC activity, we measured mitochondrial oxygen consumption, showing that IL-6 
increases maximal respiration in INS1E cells and reduces mt-and cyto-roGFP1 
oxidation, representing diminished ROS content (Figure 4), possible through pS-
STAT3.  
Our next question, was if pS-STAT3 was activated in islets from trained 
mice, and we confirm that islets from trained mice present increased content of this 
pathway (Figure 3C). To confirm the role of pS-STAT3 in the modulation of GSIS in 
trained mice, we perform two different experiments. First, we transfected INS1E with 
RNA interference to STAT3 (Figure S4E) and treated the cells with trained serum and 
second, we treated in vivo mice for whole trained period with TCZ (IL-6 antibody 
receptor), and after both treatments we evaluated GSIS, and we confirm that 
inhibition of STAT3 as well as  inhibition of IL-6 signaling avoid the exercise effect 
(Figure 2I and 3E). 
 
Trained obese mice displayed the same features as lean trained mice 
 Our last question was: is the same mechanism triggered in trained 
obese mice? Physical training decreases fat pads, improves glycemic control and 





content; however, incubation with the UCP2 inhibitor (genipin) did not alter GSIS. 
Similarly, to what was reported in lean mice, islets from obese trained mice showed 
increased responsiveness to H2O2 and TCZ blunted the exercise effect upon GSIS 







Exercise training improves glucose homeostasis, increasing insulin 
sensitivity and decreasing insulin secretion. There are several studies regarding the 
mechanism whereby exercise training improves insulin signaling59,66,67. In contrast, 
the mechanisms whereby exercise decreases insulin secretion remain poorly 
understood. The importance of mitochondrial metabolism in insulin secretion is well 
known for its role in the generation of ATP and other metabolic coupling factors, but 
increased interest in the role of mitochondrial function on GSIS remains on the UCP2 
participation on the modulation of the respiratory chain. Accumulating data suggest 
that UCP2 does not control only ATP production68,69. Instead, UCP2 works also as a 
negative regulator of mitochondria-derived ROS production70, and in the pancreatic β 
cells, UCP2 has been proposed as a negative regulator of GSIS71.  
It is shown that chronic exercise decreases GSIS16,64 and increases UCP2 
content in pancreatic islets60. Despite of higher UCP2 content and reduced GSIS, our 
data shows that there is no change in ATP flow in islets from trained mice. Therefore, 
given the overwhelming evidence that UCP2 is a physiologically negative regulator of 
ROS production70,72 and that the rise in ROS, induced by glucose, is curtailed by 
ROS scavenging strategies26,34, we hypothesized that the exercise-induced lower 
GSIS will be related to decreased ROS production. In agreement, our results showed 
a decreased production of ROS, in islets from trained mice, which was associated 
with lower GSIS in this group. To establish a causal relationship between ROS and 
GSIS, we tested whether adding exogenous H2O2 would increase GSIS in trained 
islets. We showed that H2O2, indeed, increased GSIS in trained islets. In the next 
series of experiments, we investigated if increased content of UCP2 was responsible 
for the reduced GSIS in trained mice. For this, we exposed the islets to UCP2 
inhibitor genipin and did not observe any enhancement of GSIS in our training model. 
This result pointed to another mechanism by which exercise modulates ROS content 
in pancreatic islets. 
Based on our findings, showing the effect of skeletal muscle-released IL-6 
on β cells signaling pathways64, we hypothesized that exercise modulation of β cells 
function could likely be modulated by a systemic factor, specifically IL-6. To test 





responsible to alter β cells function, we treated INS1E cells and pancreatic islets from 
control mice with serum from trained mice. Serum from trained mice reduced GSIS 
as well as the mitochondrial ROS probe oxidation, providing evidence for a systemic 
factor modulating β cell function. 
After that, to investigate if IL-6 released from active muscles also 
modulates insulin secretion, we treated control islets with serum from trained mice 
plus tocilizumab (TCZ) (IL-6 receptor antibody) and assessed GSIS. TCZ blunts the 
exercise effect upon GSIS pointing to a role to IL-6 in the modulation of insulin 
secretion, in response to exercise training. In vitro studies investigating the impact of 
IL-6 treatment on pancreatic islets did not demonstrated a consistent effect of IL-6 on 
insulin secretion, the response to glucose rely on the concentration administrated, 
species used, exposure time and the milieu where IL-6 is presented, nevertheless 
most studies show that IL-6 inhibits GSIS from rodent islets58. In this sense in our 
model, the presence of IL-6 or another IL-6 receptor agonist present in serum might 
be responsible for the modulation of GSIS.  
Our next question was how IL-6 could modulate GSIS. The Signal 
transducers and activators of transcription family 3 (STAT3) plays a crucial role in 
chronic inflammation, autoimmunity and metabolism73. STAT3 is activated by a family 
of cytokines including IL-674 and is abundantly expressed in most tissues. STAT3 is 
phosphorylated at Tyr705 and Ser727 (pS-STAT3) sites. Although STAT3 has been 
studied as a transcription factor for decades, a small pool of STAT3 is present in 
mitochondria of different cells of several tissues75. Recent findings support new 
aspects of pS-STAT3 in regulating mitochondrial metabolism and cellular function65. 
Thus, we decided to investigate if the serum from trained mice triggers the 
intracellular signaling for GSIS decrease through this non-canonical pathway. We 
confirm the presence of higher pS-STAT3 in INS1E and pancreatic islets, as 
previously reported in other cell types and primary tissues, including the liver and 
heart65,76, in response to exercise training and IL-6 exposure. In agreement, our 
results show that p-STAT3Tyr705 is prevalent in the nucleus, whereas pS-STAT3 in the 
mitochondria. STAT3 is required for function of the electron transport chain (ETC)77. 
There is evidence showing that while pS-STAT3 can promote ETC activity in 





addition, IL-6 increases metalloproteinases activity by mitochondrial STAT3 signaling 
in mouse CD4 cells, and this effect was associated with reduced production of 
ROS78. In agreement, we show that IL-6 increases maximal respiration and 
decreases mitochondrial and cytosolic ROS in INS1E β cell line, likely through pS-
STAT3 signaling. 
The compensatory response of β cells in obesity has been well studied. 
The augmented insulin demand, imposed by insulin resistance, leads to an increase 
in β cell mass and function to elevate plasma insulin levels and maintain 
normoglycemia. The overload in β cells can lead to dysfunction and apoptosis and 
they can no longer maintain normoglycemia. It has been proposed that exercise 
reduces insulin secretion by improving glucose uptake, mainly by muscle59. We 
provide evidence that chronic exercise decreases GSIS, reducing the insulinemia, 
what could be important in the preservation of β cell function, in obesity. Here, we 
show that in hyperinsulinemic HFD treated mice, exercise is able to avoid impaired 
glucose homeostasis, increasing insulin sensitivity, decreasing insulin secretion and 
insulinemia. Moreover, HFD trained mice presents increased pS-STAT3 content and 
responsiveness to H2O2, and reduced GSIS is blunted when IL-6 receptor antibody is 
present. Based on these results, we propose that the decreased insulin secretion in 
HFD trained mice may be regulated by the same mechanism; triggered by IL-6, 
whereby exercise reduces GSIS in lean mice.  
In summary, exercise training promotes muscle IL-6 release into the 
circulation, which, in the pancreatic β cell, enhances the mitochondrial ETC function 
via pS-STAT3. This probably reduces H2O2 content, which might signal the reduction 
of insulin secretion in the islets of trained mice. Our findings provide mechanistic 
evidence for the exercise-induced GSIS lowering and suggest the IL-6/STAT3 
pathway as potential target for the prevention and/or treatment of diseases 
associated with hyperinsulinemia, such as obesity and T2D. 
MATERIALS AND METHODS 
Animals  
C57BL/6N male mice with 4 months were used. To induce obesity, the mice receive 
high fat diet (35%) for 8 weeks. The mice were kept under specific pathogen free 





de Louvain or Campinas University. All animal experimentations are approved by the 
local Institutional Committee on Animal Experimentation of the Université Catholique 
de Louvain (Project 2013/UCL/MD/9/016) or Campinas University (3057-1). 
Endurance training protocol 
The mice were familiarized with the treadmill by undergoing 5 mild exercise sessions 
(at 10 cm/s) for 1 week, before the beginning of the training protocol. The duration of 
the first session was 10 min and increased 10 min/day. After the familiarization 
period, the mice ran on a treadmill at 70-80% of maximum oxygen consumption (VO2 
max) with a 20° slope for 1 hour/day, 5 days/week for 8 weeks. After this period, the 
mice were killed (by exposure to CO2, followed by decapitation), and the pancreatic 
islets, and serum obtained from blood centrifugation (4500 rpm at 4°C for 15 min) 
were collected for additional analyses. 
VO2 max test 
Immediately before, during, and after the endurance training protocol, VO2 max was 
measured in a sealed metabolic treadmill using a gas analyzer (Oxylet system; 
Panlab/Harvard Apparatus,Barcelona, Spain), according to a previous protocol79, 
with the following modifications. The treadmill exercise test was conducted using a 
20° slope throughout the test and included a warm-up period of 8 min at 15 cm/s. 
Subsequently, the treadmill speed was increased by 5 cm/s per minute until 
exhaustion. The oxygen uptake was recorded at 1-s intervals using specific 
METABOLISM software (Panlab/Harvard Apparatus) coupled 
with the gas analyzer system. We defined exhaustion as the point 
when the mice can no longer stay off the shock grid. 
Islet isolation  
Islets were isolated by collagenase digestion of the pancreas, hand-picked under a 
stereomicroscope and then cultured at 37°C in the presence of 5% CO2 with RPMI 
1640 medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) containing 10 mmol/l glucose (G10), 5g/L 
BSA, penicillin and streptomycin.  
Pancreatic islet treatment 
Pancreatic islets were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10 mmol/l 





from control or trained mice, islets from the control group were incubated in RPMI 
1640 medium with 10% serum from control or trained mice for 24h.  
INS1E cell culture and treatment 
INS1E β cell line is an insulinoma that produce and secrete insulin. This cell line 
exhibit characteristics of glucose metabolism and glucose-stimulated insulin 
secretion (GSIS), and is an appropriate model for studying the physiologic and 
signaling/mechanistic processes in pancreatic β cells80. INS1E cells (passage 71–80; 
kindly provided by P. Maechler, Centre Medical Universitaire, Geneva, Switzerland)62 
were maintained in RPMI 1640 medium [11 mM glucose, 5% FBS, 1% 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES), 50 µm 2-mercaptoethanol 
and 1% sodium pyruvate] until 80% confluence. After this period, the cells were 
preincubated with IL-6 (80 ng/ml) for 48h or with the medium with serum from control 
or trained mice for 24h. Subsequently, the cells were lysed and collected for Hoechst 
(HO) plus propidium iodide (PI) assay. 
Insulin secretion/radioimmunoassay 
After the culture treatment period, groups of 5 islets was first incubated for 40 min at 
37°C in Krebs-bicarbonate buffer [120 mM NaCl, 4.8 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 1.2 mM 
MgCl2, 24 mM NaHCO3 and 1g/L of BSA (pH 7.4)], containing 0.5 mM glucose. This 
solution was replaced with fresh Krebs-bicarbonate buffer, and islets were then 
incubated for 1 h with 2.8 or 22.2 mM glucose in the presence or absence of 
hydrogen peroxide (H2O2-5µM), N-acetylcysteine (NAC-1mM) or tocilizumab (100 
ng/ml). 
For determination of insulin secretion, INS1E cells were incubated for 1h in glucose-
free RPMI GlutaMAXI medium and then incubated for 30 min in Krebs-Ringer 
solution. Cells were then exposed to 2.8mM and 22.2mM for 60 min. Results were 
normalized by the DNA content measured after cell lyses. At the end of the 
incubation period, the solution was collected, and insulin content was measured by 
radioimmunoassay81. 
Cellular oxygen consumption 
An hour before oxygen consumption measurements, the cell medium was replaced 
by assay medium (2 mM glucose, 0.8 mM Mg2+, 1.8 mM Ca2+, 143 mM NaCl, 5.4 mM 
KCl, 0.91 mM NaH2PO4, 3 mg.L





60 min at 37 °C (no CO2) before loading into a Seahorse XFp Extracellular Flux 
Analyzer (Billerica, MA,USA)82. During these 60 min, the ports of the cartridge 
containing the oxygen probes were loaded with the compounds to be injected during 
the assay (25 µL.port-1) and the cartridge was calibrated. Basal respiration was 
recorded for 30 min, at 5 min intervals, until system stabilization. Glucose was 
injected at a final concentration of 22 mM, and glucose-stimulated respiration was 
recorded for 35 min. FCCP was used at final concentrations of 4 µM. Oligomycin was 
used at final concentrations of 5 and antimycin A and rotenone 1 µM. All respiratory 
modulators were used at ideal concentrations titrated during preliminary experiments 
(not shown). A typical OCR chart is shown, where the OCR represents the 
percentage of basal respiration. The lowest antimycin OCR was subtracted from all 
OCR values in order to eliminate the effect of non-mitochondrial respiration. 
HO-PI fluorescence quantification 
The percentage of dead and viable cells was assessed using the fluorescence 
quantification of DNA-binding dyes PI and HO dye 33342 (both Sigma-Aldrich), 
respectively. INS1E cells were incubated with HO-PI for 15 min (5 mg/ml) and 
observed using a confocal laser-scanning microscope (Leica SP5; Leica 
Microsystems, Buffalo Grove, IL, USA). 
RNA interference  
The siRNA for STAT3 was purchased from Sigma Aldrich (NM_012747). The optimal 
conditions and concentrations of siRNA for β cell transfection (30nM) were previously 
established83. Cells were transfected using the Lipofectamine RNAiMAX lipid reagent 
(Invitrogen). Allstars Negative Control siRNA (Qiagen, Venlo, The Netherlands) was 
used as negative control (siCTL). This siCTL does not affect beta cell gene 
expression or insulin release, as compared with nontransfected cells83. After 16 h of 
transfection, cells were cultured for a 24 h or 48 h recovery period before exposure to 
cytokines. 
Subcellular Fractionation and Western Blotting 
To obtain subcellular fractions, we used the protocol developed by Dimauro et al.84, 
with some modifications. Briefly, INS1E cells were harvested using ice cold lysis 
buffer [250 mM sucrose, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1.5 MgCl2, 10 mM KCl, 20 mM 





(PMSF), 50 mM NaF, 10 mM Na vanadate, 20 mM Na pyrophosphate and protease 
inhibitor cocktail]. Cell homogenates were kept on ice for 15 min and then centrifuged 
at 1000×g for 15 min to sediment nuclear pellets. The resultant supernatant was 
collected and centrifuged at 11,000×g for 20 min to sediment mitochondrial pellets. 
The resultant supernatant was collected and precipitated in acetone 100% and after 
resuspended in STM buffer to obtain cytosolic fraction. Nuclear pellets were 
resuspended in NET buffer [20 mM HEPES pH 7.9, 20 % glycerol, 0.5 M NaCl, 1.5 
mM MgCl2, 1 % Triton-X-100, 1 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 50 mM NaF, 10 mM Na 
vanadate, 20 mM Na pyrophosphate, and protease inhibitor cocktail], whereas 
mitochondrial pellets were suspended in SOL buffer (50 mM Tris–HCl pH 6.8, 1 mM 
EDTA, 0.5 % Triton-X-100, protease, and phosphatase inhibitors). Both nuclear and 
mitochondrial suspensions were kept on ice for 30 min with intermittent shaking and 
then centrifuged at 9000×g for 30 min to obtain nuclear and mitochondrial fractions, 
respectively. For Western blotting, 20 µg of the total protein for p-STAT3 Tyr705 
(#9131S; Cell Signaling Technology), α-tubulin (#3873; Cell Signaling Technology), 
p-STAT3 Ser727 (#30647; abcam), H3 histone (#9715; cell signalling), OXPHOS 
(#ms604; abcam), total STAT3 (#4909; cell signalling) were resolved using 10% 
SDS-PAGE and electroblotted onto nitrocellulose membranes. Detection was 
performed by enhanced chemiluminescence (Pierce). The band intensities were 
quantified using ImageQuantTL software. 
Adenoviruses and Adenoviral infection 
Adenoviruses encoding mt-roGFP1 were generated and amplified using the AdEasy 
XL Adenoviral Vector System. Briefly, the cDNA encoding mt- or cyto- roGFP1 were 
inserted into the pShuttle-CMV pAdEasy. The resultant pAd-roGFP1 plasmids were 
digested with PacI and transfected into HEK-293 cells (human embryonic kidney 
cells) to generate adenovirus particles. All adenoviruses were amplified in HEK-293 
cells and purified on a CsCl gradient. After overnight culture, islets were infected with 
an adenovirus of interest and treated for 24h with serum from C or CT mice before 
fluorescence measurements. INS1E cells were plated, after 48h were infected, and 
24h after infection were treated with interleukine 6 (IL-6, 80ng/mL). All adenoviruses 
encoding ROS sensors were generated and amplified using the AdEasy XL 





Dynamic fluorescence measurements 
After culture, the coverslip was mounted at the bottom of a 37◦C temperature-
controlled chamber place on the stage of an inverted microscope. Islets or INS1E 
cells were perifused at a flow rate of ∼1 ml/min with a bicarbonate-buffered Krebs 
solution containing varying glucose concentrations. This solution was continuously 
gassed with O2/CO2 (94/6) to maintain pH ∼7.4. Excitation light at appropriate 
wavelengths was produced by a monochromator: 400/480 nm for -roGFP1, and a 
535 nm emission filter was used. The islets were analysed with a ×20 objective and 
INS1E cell with a ×40 objective  and images were acquired every 30s.  
Statistics 
The data were presented as the mean 3-5 ± SEM values. Comparisons were 
performed using 2-tailed paired Student’s t test or ANOVA with Newman Keuls’s 
correction, as necessary. P <0.05 was considered to be statistically significant. 
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Figure 1. H2O2 production increases glucose responsiveness in islets from trained mice: ATP 
flow showing by changes in magnesium green AM fluorescence in response to glucose (A,B). H2O2 
production (C,D).  Insulin secretion in response to glucose 2.8 or 22.2mM in the presence of genipin 
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Figure 2. Serum from trained mice modulate GSIS and ROS production through IL-6: GSIS in 
islets and INS1E cells (A,B). Islet expressing mito–roGFP1 (C,D) or cyto–roGFP1 (E,F) were perfused 
with a Krebs solution containing 10 mM glucose (G10) and exposed to increasing concentrations of 
glucose and H2O2 before final application of 10 mM DTT folowed by 100µM AT2 in the presence of 
G10 for normalization of the traces. GSIS in the presence of H2O2 (5µM) (G) or islets treated with TCZ 
(100ng/mL) (H). GSIS in INS1E cells transfected with siRNA (I). *P<0.05, **P<0.01, or ***P<0.001 vs. 
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Figure 3. Exercise training regulates pS-STAT3 and induces mitochondrial translocation of pS-
STAT3 in β cells. Protein content is shown for total STAT3, Tyr705 STAT3 (A), Ser727 STAT3 (B) in 
cellular fracions. Protein content is shown for total STAT3 and pS-STAT3 in islets from trained mice 
(C), INS1E treated with serum and TCZ (D) and islets from mice treated with TCZ in vivo (E). Values 
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Figure 4. IL-6 enhances maximum respiratory capacity and decreases ROS. (A) Representative 
OCR in INS1E cells relative to basal levels (2 mM glucose, 100% OCR), and OCRs after addition of 
22.2 mM glucose, 5uM oligomycin, 4uM FCCP, and 1uM rotenone plus antimycin A. Representation of 
the values shown in (B-E): glucose-stimulated OCR (B), maximal OCR (C), ATP-linked OCR (D) and 
non-mitochondrial respiration (E). INS1E cells expressing roGFP1 were treated for 48h with IL-6 







Table S1. Functional adaptations to the training protocol in C57Bl/6 mice:  
 CTL TRE 
VO
2
max.(ml.kg.min) 58,99 ± 3,02 64,01 ± 2,12* 
Distance (cm) 23668 ± 2872 36783 ± 2917* 
Maximum Speed (cm/s) 35,50 ± 1,5 44,65 ± 1,5* 
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Figure S1. Trained mice present increased glucose tolerance, insulin sensitivity and decrease 
of GSIS: Body weight (A). Fat Pads (B,C). Glucose tolerance test (D). The corresponding area under 
the curve (AUC) is shown in panel E. Insulin secretion in response to glucose (F). Insulin tolerance 

































Figure S2. Exercise training regulates pS-STAT3 in obese mice: Body and fat pads weights (A-C). 
Glucose tolerance test (D,E). Insulin tolerance test (F,G). Insulinemia (H). Insulin secretion in 
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islets treated with TCZ (100ng/mL) (L). UCP2 protein content (M).  Values represent the mean ± SEM. 

















Figure S3. Validation of fraction purity (A). Fluorescence quantification of INS1E cells stained for HO 
and PI treated with serum (B), IL-6 (C) or siSTAT3 (D). Total STAT3 protein content in INS1E 
transfected with siRNA (E). Protein content in INS1E treated with IL-6 for 48h (F). *P<0.05/***P<0.001 
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Figure S4. TCZ decreases insulin sensitivity and increases GSIS: Mice were treated with 1mg/kg 
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5. DISCUSSÃO  
 A restrição proteica assim como a dieta hiperlipídica induzem alterações no 
perfil secretório de ilhotas pancreáticas isoladas. A restrição proteica reduz, 
enquanto a dieta hiperlipídica aumenta a secreção de insulina em resposta à glicose 
em ilhotas de camundongos. Nossa proposta era investigar o papel das vias 
dependentes e independentes dos canais de K+ na modulação da secreção de 
insulina em nossos modelos experimentais. No entanto, apenas o modelo que foi 
tratado com dieta hipoproteica e depois recebeu dieta hiperlipídica (RH) apresentou 
aumento da modulação da secreção de insulina pelas vias independentes. Diante 
disso, os experimentos foram conduzidos com o objetivo de investigar os 
mecanismos moleculares envolvidos nas alterações das vias independentes dos 
canais de K+ em ilhotas de camundongos RH. Adicionalmente, vimos que o 
treinamento físico impede o aumento na secreção de insulina estimulada por glicose, 
e a modulação da mesma não ocorre através das vias independentes dos canais de 
K+ neste modelo. Sendo assim, o outro objetivo foi investigar os mecanismos 
moleculares responsáveis pela modulação da secreção de insulina em ilhotas 
isoladas de animais treinados.  
Ao investigar a contribuição da via independente dos canais de K+ na 
secreção de insulina em camundongos obesos e a possível programação induzida 
pela desnutrição protéica, observou-se que nem a desnutrição ou a dieta 
hiperlipídica individualmente, interferem na via amplificadora. Este resultado poderia 
ser devido ao maior de influxo de Ca2+ em ilhotas RH 66; no entanto, não foram 
observadas diferenças na amplitude Ca2+67. Portanto, o aumento da via 
independente pode ser um mecanismo compensatório para manter níveis 
adequados de SIEG em condições de resistência à insulina. Ilhotas pancreáticas e 
linhagens de células β cronicamente expostas a altos níveis de nutrientes sofrem 
alterações no metabolismo da glicose, apresentam comprometimento da primeira 
fase de secreção, disfunção mitocondrial e estresse oxidativo, características 
associadas a alterações na SIEG68. Todas essas mudanças apontam para 
adaptações compensatórias para ajustar adequadamente a demanda da SIEG.  
Nossos resultados mostram que a desnutrição seguida de dieta hiperlipídica 





em concentrações não estimulatórias de glicose. De fato, demais estudos mostram 
que a expressão proteica e o metabolismo mitocondrial são alterados em resposta a 
desnutrição ou dieta rica em gorduras69,70. A dieta pobre em proteínas reduz o 
conteúdo de várias enzimas mitocondriais, o que leva a diminuição da produção de 
ATP71. Assim, a restrição proteica parece comprometer a função mitocondrial 
acentuada pela dieta hiperlipídica em células β. Portanto, investigamos o possível 
envolvimento das vias metabólicas (lançadeiras) como fonte de fatores de 
acoplamento na modulação da secreção de insulina.  
Já foi mostrado que a GDH modula a via amplificadora em camundongos 
magros72. Sendo assim, hipotetizamos que esta enzima e a participação da via 
amplificadora poderiam estar aumentadas no nosso modelo. Observamos maior 
atividade da GDH nos camundongos RH, e a participação da GDH foi confirmada 
quando a secreção de insulina foi restaurada em ilhotas de camundongos RH na 
presença do inibidor desta enzima. Em concordância com nossos dados, ratos 
Zucker obesos também apresentam maior participação das lançadeiras 
mitocondriais, o que evidência que a obesidade aumenta a via amplificadora com a 
finalidade de suportar a SIEG70. Sendo assim, nossos achados mostram a 
importância da mitocôndria como alvo intracelular para a programação metabólica 
induzida pela desnutrição proteica73.  
Em contrapartida, como já reportado, o treinamento físico melhora o controle 
glicêmico, aumenta a captação de glicose pelo músculo esquelético, reduzindo a 
secreção de insulina e prevenindo a falência das células β74,75. Entretanto, os 
mecanismos pelos quais o exercício induz seus efeitos nas células β permanecem 
pouco conhecidos. Durante a instalação do diabetes, ocorre um aumento da morte 
das células β pancreáticas76. O exercício aumenta o conteúdo e atividade de 
enzimas antioxidantes, e diminui produção de EROS, o que leva a diminuição de 
marcadores apoptóticos e melhora a função celular, em ilhotas de camundongos 
saudáveis e diabéticos29,75. Baseados nessas informações, nós investigamos os 
mecanismos moleculares envolvidos nas adaptações induzidas pelo exercício nas 
células β, para isso,submetemos os camundongos ao treinamento de intensidade 
moderada. Como esperado, o treinamento aumentou o consumo máximo de 





Em relação aos efeitos na secreção de insulina, apesar das ilhotas de 
camundongos treinados apresentarem fluxo de ATP similar ao controle, a SIEG é 
diminuída. Esta alteração pode ser relacionada com a menor produção de EROS. O 
exercício age em vários tecidos, produzindo e estimulando a liberação de vários 
fatores que podem sinalizar as células β40. Para testar se um fator sistêmico, 
produzido pelo exercício, era responsável pela redução da SIEG, ilhotas controle e 
linhagem de célula β - INS1E foram tratadas com soro de camundongos treinados e 
expostas as mesmas condições da SIEG previamente testadas27. O tratamento com 
soro de camundongos treinados reduziu a SIEG. Em seguida, investigamos a 
produção de EROS nas células β com o mesmo protocolo. Ilhotas tratadas com soro 
de animais treinados apresentam menor conteúdo de EROS, o que nos indica a 
presença de um fator sistêmico envolvido na modulação da função da célula β diante 
o exercício. Os mesmos resultados foram reportados na viabilidade das células β, 
usando o mesmo protocolo40 e em ilhotas camundongos treinados na condição "ex 
vivo"20, garantindo que, embora outros tipos celulares da ilhota podem ser 
modificados por exercício, as células β são diretamente moduladas devido a um 
fator sistêmico, que estava presente no soro. Assim, podemos confirmar que a 
modulação da SIEG, pelo menos em parte, é devido ao conteúdo de EROS. 
A IL-6 é apontada como um candidato para a intercomunicação entre o 
músculo e vários tecidos77. Esta citocina pode agir como pro- ou anti-inflamatória, 
dependendo da concentração administrada, espécies usada e meio onde a IL-6 é 
apresentada78,79. Previamente reportado pelo nosso grupo, as células β pancreáticas 
tratadas com soro de camundongos treinados apresentam aumento da viabilidade 
através da IL-627. Para investigar se a IL-6 também está relacionada com a 
modulação da SIEG, nós tratamos as ilhotas com soro de animais treinados na 
presença de tocilizumabe (TCZ) (anticorpo contra o receptor da IL-6) e avaliamos a 
SIEG. O TCZ aumenta a responsividade à glicose somente em ilhotas tratadas com 
soro de animais treinados. Isto evidência o papel da IL-6 na modulação da SIEG em 
resposta ao treinamento físico. Umas das vias ativadas pela IL-6 é a fosforilação da 
STAT353, a mesma pode ser fosforilada em resíduos de tirosina (Tyr705) ou serina 
(Ser727). Embora a STAT3 tenha sido estudada por décadas como um fator de 





reguladora da cadeia de transporte de elétrons55, além disso,estudos confirmam a 
presença da STAT3 na mitocôndria de diferentes tipos celulares54. Sendo assim, 
achados recentes suportam novos aspectos da STAT3 na regulação do metabolismo 
mitocondrial. Então, investigamos se o efeito induzido pelo treinamento era através 
desta via não canônica,nós confirmamos a presença da STAT3 fosforilada em serina 
(pS-STAT3) em células INS1E, como previamente reportado em outros tipos 
celulares52. Investigamos também se a IL-6 promove mudanças na cadeia de 
transporte de elétrons em células INS1E enossos achados demonstram aumento da 
respiração máxima em INS1E tratadas com IL-6, possivelmente através da pS-
STAT3. Além disso, estudos demonstram que a pS-STAT3 aumenta a respiração 
mitocondrial e suprime a produção de EROS56,57. Para isso,usamos a sonda roGFP1 
com endereçamento mitocondrial (mito-roGFP1) para a avaliação da produção de 
EROS, nossos dados mostram que INS1E tratadas com IL-6 apresentam diminuição 
da oxidação da sonda mt-roGFP1, o que significa menor produção de EROS. 
Consideram queas EROS sinalizam eventos citosólicos e também modulam a 
SIEG9, avaliamos a oxidação da sonda citosólica (cyto-roGFP1) e assim como a 
mitocondrial, IL-6 diminuiu a oxidação da mesma. Em acordo, recentes estudos 
mostram que a IL-6 aumenta a atividade de metaloproteinases através da STAT3 
mitocondrial em células CD4 de camundongos, este efeito é relacionado com a 
diminuição da produção de EROS58. Mostramos até aqui que o treinamento físico 
reduz a SIEG provavelmente devido a diminuição de EROS, e esta via parece ser 
desencadeada pela IL-6. Nossa última abordagem foi investigar se essas 
modificações também ocorrem em camundongos obesos treinados. 
A resposta compensatória das células β na obesidade tem sido bem 
estudada. A demanda aumentada da secreção de insulina em frente à resistência 
periférica leva ao aumento da massa e função das células β, isto ocorre com a 
finalidade de manter a normoglicemia, porém a sobrecarga das células β pode levar 
a disfunção e morte celular. Tem sido proposto que o exercício reduz a secreção de 
insulina pelo aumento da captação de glicose nos tecidos periféricos59. Nós 
mostramos que o exercício crônico diminui a SIEG, e também contribui para a 
redução da insulinemia, o que é importante em estados de obesidade, com a 





camundongos hiperinsulinêmicos tratados com dieta rica em gordura, o exercício é 
capaz de evitar a ruptura da homeostase glicêmica, aumentando a sensibilidade 
periférica à insulina, reduzindo a SIEG e a insulinemia. Além disso, camundongos 
treinados tratados com dieta hiperlipídica apresentam aumento do conteúdo da pS-
STAT3 e responsividade ao H2O2, ea redução da SIEG é perdida na presençado 
inibidor do receptor da IL-6. Baseado nestes resultados, nós acreditamos que a 
diminuição da SIEG induzida pelo treinamento em camundongos tratados com dieta 
hiperlipídica pode ser regulada pelo mesmo mecanismo que reduz a SIEG em 









6. CONSIDERAÇÕES FINAIS  
 Tanto a desnutrição proteica como o exercício físico alteram a secreção de 
insulina por diferentes mecanismos, ambos relacionados com modulações 
mitocondriais. A desnutrição proteica programa as células β pancreáticas, induz 
disfunção mitocondrial, mudando a resposta fisiológica a dieta hiperlipídica.  Apesar 
da sinalização da via de disparo da secreção de insulina estar reduzida em ilhotas 
de camundongos desnutridos obesos, a via amplificadora é aumentada em resposta 
a atividade da enzima GDH. Em contrapartida, o treinamento físico diminui a 
responsividade à glicose nas células β pancreáticas. Células β de animais treinados 
apresentam menor produção mitocondrial de EROS ou aumento da capacidade 
antioxidante. Estas alterações intracelulares estão envolvidas, pelo menos em parte, 
na sinalização da IL-6. A IL-6 ativa pS-STAT3, esta ativação pode ser relacionada 
com o aumento da respiração máxima mitocondrial e diminuída produção de EROS 
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